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RE MARA Anopheles minimus) 蚌 东南 亚 及 我 国 南方 山区 的 重要 传 症 媒 介 。 对 来 自 云南 
Wie, RM. TH. WARS 5 个 地 区 的 25 RER., RA 只 梭 按 蚁 进行 随机 扩 增 多 态 
DNA 人 分析。 从 使 用 的 20 个 随机 引物 中 ， 选 择 其 中 扩 增 谱 带 清晰 的 12 个 引物 进行 分 析 。 结 果 发 
现 ， 只 有 2 个 引物 获得 的 RAPD 谱 带 呈 音 型、 其余 均 表 更 为 不 司 程度 的 多 态 性 ，UPGMA 法 构 
建 的 分 子 系统 树 表 明 该 29 只 微小 按 航 实际 上 可 以 归并 为 显著 不 同 的 5 个 组 ,分别 对 应 于 它们 的 
地 理 来 源 ， 说 明 云 南 微 小 按 蚁 群 体 间 的 基因 流程 度 不 高 ,不 同 地 理 群 体 问 存 在 显著 的 遗传 分 化 。 
推测 这 种 分 化 可 能 与 云南 复杂 的 生态 地 理 环 境 及 微小 按 航 迁移 能 力 较 低 等 因素 有 关 。 


关键 词 RAPD, Meh, Meo 
中 图 分 类 号 O969.442.2 


ait ols $e AY (Ano pheles minimus VR ILA A Diptera), WH Culicidaed, HR BM CAno p- 
hete5)， 主 要 分 布 于 东南 亚 和 我 国 南方 山区 GRY, 1935), HEM )>RRN ERD A 
地 区 之 一 。 由 于 云南 特殊 的 地 理 位 置地 处 亚热带 和 热带 边缘 ， 是 症 疾 发 生 的 活 茎 地 区 。 
近 几 年 云南 边境 地 区 和 热 区 开发 ， 大 量 的 流动 人 口 涌 人 这 些 地 区 ， 使 症 疾 呈 回 升 的 趋势 ， 
邻近 地 区 也 受 波及 ,特别 是 云南 中 部 地 区 的 红河 流域 ， 几 年 来 症 疾 持续 流行 。 而 微小 接 蚁 
又 是 这 一 地 区 首 疾 传播 的 主要 媒介 ， 因 此 研究 该 地 微小 按 蚁 的 遗传 多 样 性 对 于 定 疾 的 防治 
起 着 不 可 性 居 的 作用 。 

近年 来 国内 外 对 微小 按 蚁 的 形态 特征 、 生 态 习 性 和 对 症 原 虫 的 易 感 性 均 开 展 了 不 少 研 
Sv (M+ BEM, 1992; 王 学 忠 等 ，1995; HTM. 1984; Srinivas 等 ，1992| Sucharit 等 ， 
1988), 认识 到 不 同 地 理 群 体 微小 按 蚁 发 生 的 生态 环境 、 对 症 原 忠 的 易 感性 以 及 种 群 结构 
等 方面 不 尽 相 同 ( 叶 奕 英 等 ，1992; 王 学 忠 等 ，1995)。 但 对 不 同 地 理 群 体 的 遗传 多 样 性 和 
种 群 结 构 研 究 较 少 。 有 关 研 究 表明 ， 云 南 的 微小 按 蚊 除了 滇 西北 和 海拔 1700m 以 上 地 区 
以 外 ， 其 他 地 区 均 有 分 布 。 对 云南 微小 按 蚊 的 形态 特征 、 传 疙 习性 、 生 态 地 理 以 及 细胞 遗 
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45 FF Fee RE Sa SY ee RARER ERE. 1995), ARB 
流 了 解 地 理 群 体 间 的 交流 与 传 首 的 扩散 性 。 对 于 准 疾 的 防治 和 根除 是 十 分 重要 的 。 

随机 扩 增 多 态 DNARAPD) 是 一 种 以 10bp 的 寄 聚 核 苷 酸 为 随机 引物 的 DNA 大 分 
子 多 态 检 测 技 术 。 由 于 RAPD RAHE, RHR. MESH A. ORM APIA. ie 
传 多 拌 性 分 析 以 及 品系 鉴定 等 方面 的 研究 ， 并 取得 了 许多 今 人 有 蝎 目的 成 果 (Srinivas 等 
1992; Tigst 等 ，1994; Welsh 等 。1991; Williams 等 ，1990)。 本 文 对 来 自 云 南 景 洪 、 明 
通 、 豆 西 、 镇 康 和 元 阳 等 5 个 微小 按 蚊 地 理 群 体 进行 随机 扩 增 多 态 DNA 分 析 ， 从 遗传 学 
的 角度 上 探讨 它们 的 传 首 关系 。 以 探索 出 有 效 的 防治 措施 .为 今后 症 疾 防治 提供 决策 性 依 
据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 来 源 

本 实验 采用 的 材料 为 来 自 云南 5 个 地 区 的 29 只 微小 按 蚊 。4mx.1 一 ?来 自 昭 通 市 人 工 中 
Anz.1—5 HEER. Anz.6—7 Ay HEHE RO); Anil? KA RM GL An41 一 5 HMM, 
Anj6—7 Ay REFE BO, Any.1—5 KATA GARE); Ani 1—s RABY WHER), 
Ank.1—5 Æ Á RE GIAE), 
12 仪器 和 试剂 

本 实验 所 用 的 PCR 仪 为 美国 STRATAGENE 公司 生产 的 Rober-Cycler40 型 ，Chelex 
100 为 美国 BIO-RAD 公司 产品 ; TaqD NA RA, PCR 10 “Buffer 为 华美 生物 工程 公司 产 
am; 50mmol/L MgCl, 为 美国 生物 技术 公司 产品 ; 其 他 药品 与 试剂 均 为 AR 级 。 
13 实验 方法 
1.3.1 基因 组 DNA 提取 本 实验 采用 Chelex 100 BRERA DNA 的 方法 ， 取 1 Ae, 
剪 碎 后 加 入 400 pL 的 无 菌 超 纯 水 ， 其 中 含有 0.2 mg 的 蛋白 酶 K 和 1% 的 吾 菇 乙醇， 于 56 CC 
温 育 12b 以 上 ， 然后 加 人 等 体积 10%H Chelex 100, F 100CK#BX 20min; 冷却 后 。 
12000 8 离心 10min， 取 上 清 液 作为 PCR 反应 的 模板 。 
1.3.2 PCR 反应 及 产物 分 离 FA PCR 反应 的 10 bp 随机 引物 ,来 自 美国 Operon Technolo- 
gies 公司 。PCR 反应 体积 为 0pL， 包括 10mmol/L Tris-HCl, pH9.0, 50mmol/L 
KCl, 2.5mmol/L MgCl,. 0.1 mmol / L 的 每 种 dNTP，0.4mg mL 牛 血 清白 蛋白 人 SA)， 
0.2umol/L 引物，1 一 5 ng 的 基因 组 DNA，1 U TaqDNA 聚合 酶 华美 生物 工程 公司 出 品 )， 
反应 混合 物 用 20 uL 石蜡 油 履 盖 。 每 个 反应 为 40 个 循环 ， 每 个 循环 包括 94C 变性 60s，36'C 
退火 60s，72 亿 延伸 120s。 首 次 循环 前 先 在 94C 预 变性 200s， 最 后 一 次 循环 后 在 72C ER 
300s， 并 且 每 次 PCR RMR DNA 模板 的 空白 对 照 。RAPD 产物 经 1.5% 的 琼脂 糖 
凝 胶 电泳 分 离 ， 澳 化 乙 锭 染色 后 于 莹 时 光 下 观察 ， 然 后 于 STRATGENE EAGLE EYE 1 自 
动 成 像 仪 中 打印 出 电泳 图 谱 。 
1.4 数据 处 理 
1.4.1 得 传 距离 指数 ”任意 两 个 样本 之 间 遗 传 距 离 指数 中 疯 计 算 可 以 通过 以 下 公式 : 
D=1-F, 三 为 两 个 样本 RAPD 标记 的 共享 度 ， FHN,/ NAN). Ng 是 个 体系 APH Y 
PCR 扩 增 分 子 量 相同 的 DNA FRES. Na N, 分 别 是 样本 羡 、 样 本 Y 的 PCR 扩 增 产物 的 
DNA 片段 总 数 。 根 据 个 体 间 的 遗传 距离 指数 忠和 和 公式 D=l/nO DH RRM K EH 
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RHR. 4 RSA PHYLIP 3.1.1 软件 包 中 的 UPGMAUnweighted pair group method 
with arithmetic mean Y4 Œ Guneath, 1973), 


2 结果 


2.1 RAPD 结果 

我 们 对 来 自 云 南 昭 通 、 景 洪 、 元 阳 、 潞 西 和 和 镇 康 等 5 个 地 区 的 25 RARE 
按 蚊 进行 随机 扩 增 多 态 DNA DH. HA 20 个 10bp 的 随机 引物 ， 其 中 12 个 引物 扩 增 
的 RAPD 谱 带 清晰 ， 表 1 列 出 了 所 有 12 个 随机 引物 的 序列 及 扩 增 情况 。 可 以 看 出 ， 除 了 
2 个 引物 获得 的 RAPD WA EEN monomorphic patern 外， 其 余 均 表现 出 多 态 。12 个 
引物 共 检 测 到 57 条 RAPD 片段 ， 其 中 37 条 显示 多 态 。 单 个 引物 扩 增 的 片段 数 在 3 一 7 之 
H, HEA Re 360 一 2300bp Sf. 与 前 人 的 结果 相符 (Srinivas 等 1992; 
Tigst $, 1994; Welsh $, 1991; Williams 等 ，1990)。 


M1 RAPD 引物 及 其 扩 增 结果 
Table 1 RAPD primers and results 
RAPD KB RAPD KR SHA RAPD SEK BM) SAAD 


es Be) TERV) 昭通 E% nME RH ak PXK) em 





OPBO1 7 5 5 3 2 2 2 Tlh4 GTTTCGCTCC 
OPBOd 6 5 4 2 1 2 1 83.3 GACTGGGAGT 
OPBOS 7 7 3 3 3 3 2 100 TGCGCCCTIC 
OPD18 3 2 2 1 0 0 1 66.7 GAGAGCCAAC 
OPD 19 3 2 0 0 1 0 Q 66.7 CTGGGGACTT 
OPD 20 4 3 0 0 0 a 0 75.0 ACCCGGTCAC 
OPF16 4 3 o 0 9 0 2 75,0 GGAGTACTGG 
OPG 02 4 4 4 3 3 1 1 160 GGCACTG AGG 
OPGO7 4 0 0 0 0 0 0 0 GAACCTGCGG 
OPG08 i 4 1 1 2 1 0 80.0 TCACGTCCAC 
OPG12 6 0 n Q 0 0 0 0 CAGCTCACGA 
OPH12 4 2 1 2 0 0 0 50.0 ACGCGCATGT 
57 37 22 15 12 9 9 
多 态 频 率 ( %) 


59.5 40.5 32.4 24,3 24.3 





注 : TRAY MRAPDK BR. VREI MORAPK RT EK, MRAM EREET MHRAPUSAKA 
数 ， 忆 代表 每 个 随机 引物 获得 的 多 态 百 分 娄 人 .VNt, P stand for total number of RAPD bands, varied 
number of RAPD bands, polymorphic RAPD bands in each population, and polymorphic percentage of 


each primer), 


2.2 遗传 距离 指数 与 分 子 系统 树 

遗传 距离 指数 计算 结果 得 到 该 29 只 徽 小 按 蚁 之 间 的 平均 遗传 距离 指数 信 约 为 
9.37%, BAM Rha BMA BA 12.80%, 2.79%. Al 显示 UPGMA 构建 的 
29 个 微小 按 蚊 的 分 子 系统 树 (Sneath，1973})，、 从 中 可 以 看 出 微小 按 蚁 不 同 地 理 群 体 间 的 中 
EER. 
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3 讨论 

从 以 上 结果 看 ，RAPD 技术 显示 了 极 好 的 分 辩 率 ，12 个 随机 引物 已 将 所 有 受 试 的 29 
只 微小 按 蚊 区 别 开 ，、 没 有 发 现任 何 2 只 个 体 拥有 完全 相同 的 及 APD 标记 。 在 RAPD 分 析 
过 程 中 ， 由 于 引物 数 可 以 随意 地 增加 ， 这 说 明 任 和 何 个 体 的 特异 性 RAPD 标记 均 有 可 能 找 
到 。 因 此 ， 在 这 一 点 上 ，RAPD 显示 了 和 独到 的 优点 。 此 和 外， 由 于 RAPD 具有 快速 、 灵 
敏 、 安 全 等 特点 ,已 被 广泛 应 用 于 遗传 作 图 、 品 系 鉴定 以 及 遗传 多样 性 等 研究 ， 成 为 群体 
遗传 学 和 进化 生物 学 研究 十 分 重要 的 分 子 生物 学 技术 (Tigst 等 ，1994; Welsh 等 ，1991; 
Williams 4, 1990), 


传统 的 按 蚊 分 类 和 鉴定 主要 根据 
成 贝 和 幼虫 的 形态 特征 。 随 着 分 类 研 ae 
究 的 不 断 发 展 ， 国 内 外 一 些 学 者 已 用 Anx.04 
We. ALMA DNA 等 方法 ， 在 ans.03 
细胞 和 分 子 水 平 上 开展 微小 按 蚊 的 系 
统 分 类 研究 。 俞 渊 等 4984) 根 据 形态 Ans.o? 
AAT MOE, BS AZ a 
Ha A PE AO MOD BESS AL BB, anj.08 
Sucharit 等 人 988) 用 上 述 同 样 的 方法 Anjos 
MRAM RM THR, HEE aie 
微小 按 蚊 是 一 个 复合 体 。 叶 奕 英 等 —Anj.o7 
Q992) 对 云南 和 广西 微小 按 蚁 作 杂 交 or 
试验 ,认为 两 地 的 微小 按 蚁 存在 不 完 naa 
全 的 生殖 隔离。 ank.03 

EY BS (1995) 对 云南 微小 按 Spe 
Bn He HRB SD PEACE. KA a 
地 理 群 体 的 微小 按 蚁 已 出 现 种 群 分 Any.03 
th, ARRMERERMRML, # pee 
染色 体 区 别 不 大 ,但 在 性 染色 体 上 出 antos 
RX RAAL DM eS 昭通 Aanias 
株 、 游 西 株 、 元 阳 株 、 镇 康 株 》 和 近 wi 
中 着 丝 粒 (BSR) 2 种 性 状 ; YR anios 


ERSANASR ARE EM 图 1 应 用 UPGMA 方法 构建 的 29 只 云南 微小 技 
1 应 2 云 zj 
2 GG AR R A A A k 蚊 的 分 子 系统 树 


及 中 部 着 丝 粒 (思茅 株 ) 冯 种 形式 。 杂 Fig. 1 Molecular phylogenetic tree of 29 Ano pheles 
色 体 各 分 带 世 随 着 上 述 不 同 而 出 现 minimus constructed by unweighted pair group 
明显 区 别 、X RAAHKEE SE method with arithmetic mean (UPGM A) 

的 带 型 分 别 是 ; 璐 西 5 条 带 ， 元 阳 4 条 带 ， 镇 康 、 景 洪 和 昭通 都 为 3 条 带 。 这 说 明 云 南 不 
同 地 理 群 体 间 的 微小 按 蚁 存在 着 种 群 分 化 。 通 过 对 间 日 症 原 虫 敏 感性 实验 结果 表明 ， 各 株 
的 敏感 率 不 尽 相 同 ， 最 低 为 44.8% (元 阳 株 )， 最 高 为 83.33% GARR), 2°=13.28, 
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P< 0.01。 这 些 结果 从 不 同 角度 上 提示 云南 微小 按 蚊 可 能 是 以 一 个 复合 体形 式 存在 。 

从 遗传 距离 指数 值 构建 分 子 聚 类 树 可 见 ，29 只 微小 按 蚊 可 以 归并 为 5 个 显著 不 同 的 
4: DBR. GREK. DAK. CHAR ,有 镇 康 株 ， 分 别 对 应 于 样品 来 源 的 5 个 地 
区 。 该 5 个 组 中 ， 景 洪 株 和 镇 康 株 的 遗传 关系 较 近 ， 其 余 的 元 阳 株 、 潞 西 株 和 了 昭通 株 均 为 
相对 独立 的 一 支 。 这 说 明 云 南 微 小 按 蚁 地 理 群 体 间 的 基因 流程 度 不 高 ， 存 在 着 遗传 分 化 ， 
这 与 其 他 方面 的 研究 结果 相 吻 合 。 造 成 遗传 分 化 的 主要 原因 可 能 是 :中 云南 不 同 地 区 的 生 
态 地 理 环 境 差 异 较 大 。 尽 管 以 上 各 地 区 的 海 所 相差 不 大 ,但 生态 地 理 不 尽 相 同 ， 其 中 昭通 
群体 离 其 他 各 群体 的 地 理 位 置 相 对 较 远 ， 纬 度 较 北 ， 隶属 于 亚热带 地 区 ,而 其 他 按 蚊 群 体 
均 发 生 在 热带 地 区 ， 因 此 昭通 株 在 和 遗传 上 成 为 独立 一 支 。 针 短小 按 航 的 飞行 距离 短 ， 迁 徙 
力 弱 。 和 迁徙 力 与 群体 间 的 基因 流 有 相关 性 ， 迁 徙 力 弱 ， 地 理 群 体 尤其 是 这 距离 群体 间 的 基 
因 流程 度 就 低 。 

我 们 研究 的 5 个 微小 按 较 地 理 群体 中 ， 潞 西 群体 分 化 较 早 (图 1}。 染 色 体 G 带 也 显示 
溃 西 群体 与 相距 较 近 的 镇 康 群体 已 有 分 化 。 另 一 方面 ， 除 潞 西 群体 外 ， 其 他 4 个 群体 间 的 
分 化 与 它们 的 地 理 距 离 相 关 。 这 一 现象 的 原因 尚 不 清楚 。 一 种 可 能 的 解释 是 : 洲 西 、 镇 康 
一 带 是 云南 微小 按 凡 的 发 源 地 ， 因 而 该 区 域 保留 了 发 生 较 早 的 遗传 变异 。 进 一 步 研 究 较 多 
的 地 理 群体 和 个 体 将 有 助 于 问题 的 澄清 。 

综合 细胞 造 传 学 、 同 工 酶 、 对 间 日 疙 原虫 合 感 性 实验 以 及 我 们 的 RAPD 分 析 结 果 ， 
云南 不 同 地 理 群 体 的 微小 按 蚁 间 确 实 存 在 遗传 分 化 ， 云南 微小 按 蚊 可 能 以 一 个 复合 体 的 形 
式 存 在 。 值 得 指出 的 是 ， 由 于 不 同 地 理 群 体 间 遗 传 上 的 相对 独立 性 ， 我 们 推测 某 个 地 区 症 
疾 的 流行 ， 由 按 和 较 媒介 传播 到 另 一 个 地 区 的 速度 可 能 相对 较 慢 。 热 而 ， 由 于 受 试 的 样本 数 
较 少 ， 且 这 些微 小 按 租 群体 的 地 理 间 中 性 较 大 ， 因 此 一 时 还 难以 肯定 它们 的 分 化 关系 ， 还 
需 应 用 其 他 方法 以 及 增加 一 些 受 试 样本 ， 以 系统 阐明 云南 微小 按 蚊 的 种 群 分 化 关系 ， 从 根 
本 上 消除 症 疾 传播 的 根源 。 
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Abstract 


Anopheles minimus is one of main vectors of malaria in southeast Asia, Recent studies 
have been focused on morphology. ecology. and contagion of plasmodiums. In this paper. 
random amplified polymorphic DNA markers RAPDs) were used to estimate genetic rela- 
tionships of 29 Anopheles minimus fram 5 geographic populations in Yunnan, China. 
Among 29 individuals. four were males. For twelve arbitrary primers analyzed, two of them 
gengrates monophic loci, Out of a total of 57 RAPD bands scored, 37 were varied, Molecu- 
lar phylogenetic tree derived from genetic distance suggested that the RAPDs were more relat- 
ed to geographic condition than to sexual distinction, There were genetic divergences among 
different geographic populations, Furthermore, it was implied that RAPD was one of pros- 
pering genetic markers for studying taxonomy and evolution of Anopheles minimus. 
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